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3-ア セ チ ル ピリ ジ ン (3-a C etylpyridin e, 3-A P)は , ナ イ ア シ ン ア ミ ドの ア ナ ロ グ で あ り , 神経毒性を有す る こ と が 知 られ
て い る . 我 々 ほ , 培養 ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ IM R-32 細胞 に 0.3-1rnM の 3-A P を投与 し た と こ ろ 細胞 死 を 誘導 で き た
が , 同濃度 の 3-A P投与は ! 線椎芽細胞や褐色細胞腰や グ リ オ ー マ な どの 培養非神経細胞 , 培養 マ ウ ス ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ
に は 効果 が なか っ た . 3-A P に よ るヒ ト ニ ュ p ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞 死は , ア ク チ ノ マ イ シ ソ D(R N A合成阻害剤), シ ク ロ へ キ
シ ミ ド(蛋白質合成阻害剤) あるい ほ ア ウ リ ソ ト リ カ ル ポ ン 酸(エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よび 蛋白質合成阻害剤) に よ り阻止 され
た . ま た , こ の 細胞死 は ナ イ ア シ ン ア ミ ド投与 に よ っ て も阻止 され た . さ ら に 細胞死の 電子顕微鏡観察に よ り核 の 凝縮 ･ 断片
化 , 染色質の 濃縮 , 細胞膜や核膜 の 保存が認め られ た . しか し, D N Aの 断片化は電気泳動上 は 明確で な か っ た . こ れ ら の 結果
か ら , 3- A Pに よ り誘導 され る ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞死 は ▲ ア ポ ト ー シ ス の 特徴を 有す る こ と が 明 ら か に な っ た .
Key w ords apoptosis, electron micr os cop y, n e urObla sto m a, 3- a C etylp yridin e, prOgra m m ed ce11
death
細胞死 に 見られ る 形態学的特徴 と して l 壊死に お ける細胞体
横の 増加 , 細胞質蛋白質の 変性, 細胞 内小器官の 崩壊がある .
壊死 で は , A T P欠乏 に よ る カ ル シ ウ ム の 細胞内流 入 が , カ ル
シ ウ ム依存性 フ ォ ス フ ォ リパ ー ゼ を活性化す る こ と に よ り非 可
逆的な膜 の 破壊 と細胞溶解 , D N Aの ラ ン ダ ム な断 片化 が起 こ
ると 考えられ て い る .
細胞死に は , 壊死以外 に ア ポ ト ー シ ス と して 知 られ る タ イ プ
が あ る1ト5) . ア ポ ト ー シ ス の 特徴 と して ほ , 細胞体横の 減少お よ
び 染色質濃縮 と膜の プ レ ブ形成 , ヌ ク レ オ ゾ ー ム 単位 の D N A
断片化(電気泳動上
` `
D N Aラ ダ ー
"
と い う), R N A と蛋白質の
新規合成が必要 である と い う 3点が 強調され て い る .
脊椎動物や無脊椎動物 の 神経系形成 に お い て , ア ポ ト ー シ ス
が重要な 役割を果たす と考 え られ て い る が , 神経 細胞 の ア ポ
ト ー シ ス に お け る 分子機構 に は 不 明な 点 が 多 い
8)
～ 9)
. 現 在 ,
bcト2 フ ァ ミ リ ー (bcト2, bcトx お よ び ba x), C-Myc, p53,
T R P M-2/S G P,I L-1β変換酵素 , Fa.s/A P O-1 な どが ア ポ ト ー シ
ス に 関与 して い る 分子 と して報告 され て い る1 0ト抑 . さ ら に , 線
虫の ア ポ ト ー シ ス に は , C ed-3, Ced-4 お よ び c ed-9 の 関与が 判
明 して い る
2T)28)
実験動物 に 3- ア セ チ ル ピ リ ジ ン (3-a C etylpyridin e,3- A P)を投
与す る と , 運動障害を誘発 し, こ の 3- A Pの 作用 は , 下 オ リ ー
ブ核 , 海馬皮質 , 疑核 , 舌下神経核 , 脚間核 , 視床下部視交叉
上核 , 異質線状体投射糸 , 迷走神経背側運動核 , 脊髄神経節 ,
交感神経節 に 選択的 に細胞死を誘導す る こ と が 知 られ て い
る29)
～ 35)
. そ こ で , 神経細胞 の 細胞死に お ける分子機構 の さ ら な
る解明の た め に , 我 々 ほ種 々 の 培養細胞に 3- A Pを 投与 し, 細
胞の 3-A P感受性 を検討 した . そ の 結 果, ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス
ト ー マ 1 M R-32細胞が , 3-A P投与に よ り , ア ポ ト ー シ ス に 特徴
的な細胞死に 至 る こ と が 明 らか に な っ た .
対象 お よび 方法
Ⅰ . 試 薬
ナ イ ア シ ン ア ミ ド, シ ク ロ へ キ シ ミ ド , ア ク チ ノ マ イ シ ン
I), ア ウ リ ソ ト リ カ ル ポ ン 酸 (a u rintric arboxylic a cid, A T A),
ェ ト ポ シ ド(ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅱ 阻害剤)ほ , い ずれ も シ グ マ 社
(St. Lo uis, U S A) の 商 品を使用 した . 3-A P(和光純薬, 東京),





m ediu m, D M E M), Ha m
'
sF 1 2, Lr15 お よ び馬 お よび 牛胎仔血清
(GIB C O, Gr a nd Isla nd, U S A), エ ポ キ シ レ ジ ン (日新 E M, 東
京), ア ラ マ ブ ル ー 準液 (Bio s o ur c eInte rn atio n al, Ca m arillo･
U S A) は , 各社の 商 品を使用 した .
Ⅱ . 細胞培養
ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ I MR 32細胞 , マ ウ ス ニ ュ ー ロ ブ
ラ ス ト ー マ N S20Y 細胞お よび N 18 T G細胞 , ラ ッ ト グ リオ ー
マ Bu-17細胞 , ラ ッ ト 褐 色細 胞腫 P C1 2細胞 , マ ウ ス
NI H 3 T 3細胞 ほ 】 林要害知博士(森永乳業生物科学研究所)よ り
供与され た . ラ ッ ト胎児大脳皮質細胞 ほ , 胎齢1 4 日の フ ィ ッ
シ ャ ー ラ ッ ト (日本 ク レ ア , 東京) よ り調整 した . こ れ ら細胞
は , 5% 牛胎仔血清加 D M E Mに て37 ℃, 5% C O2 存在下で
35m m 培 養皿 に 5×10ソml密度 で 培養 した . 培養細胞 に 種 々 の
平成7年9月 6日受付 , 平成 7年10月13日受理
A bbr eviatio ns :A T A, a u rintric arbo xylic acid; D M E M, Dulbec co
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m; 3- AP,
3-a Cetylpyridine
培養 ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ の ア ポ ト ー シ ス
濃度の 3-A P(0, 弧 1 00, 300. 100恥M)を 添加 し, そ の 後 ア ラ
マ ブル ー 溶液 に 対す る染色性 を指標 に して , 生存細胞数 を経時
的に 計数 した . 3-A P添加に よ る ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細
胞死 に 対す る種 々 の 薬剤の 影響を調査す るた め に , ナ イ ア シ ン
ア ミ ド (0, 1 0, 50, 100, 1 50, 30恥M), ア ク チ ノ マ イ シ ン D (0,
0.01, 0.03, 0.1, 0.3J唱/ml), シ ク ロ へ キ シ ミ ド (0, 0.1, 0.3, 1,
3p g/ml), A T A(0, 30, 1 00, 300, 1000jJM) を 3-A Pと 同時 に 添
加 し24時間後 に 生存細胞数を計数 した .
Ⅲ . 生存細胞の計数
培養細胞 に 種 々 の 薬剤を添加 して 20時間後に , ア ラ マ ブ ル ー
溶液を 添加 しさ ら に 4時間培養 した . 生存細胞数ほ , ス ペ ク ト
ロ フ ォ ト メ ー タ ー (Mode1 3550micr oplate r eader, BioRad,
Melville, U S A)を 用い て計数 した . 全細胞数に 対す る生存細胞
数の 占め る比 を計算 し , 統計処理 を 行 っ た .
Ⅳ . DN Aの 電気泳動
3-AP 処置 した 細胞を , リ ン 酸緩衝生理食塩水(pH 7.4)で 洗
浄後 に 1ml の 融解溶液(5m M Tris【pH 7.4], 20m M EDTA,
0.5 % Trito n X-100) を 加え て 回収 した . 回収 した 細胞を , 4 ℃



















8.0)と ク ロ ロ フ ォ ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (24: =Ⅴ/v])を
用 い て D N Aを抽出 した . D N Aほ エ タ ノ ー ル 沈殿 後 に ト リ
ス ーE D T A液に 回 収 し R Na s eA(50m g/ml, 37 ℃, 30分) 処理
後 , 再 び ト リ ス 緩衝 フ ェ ノ ー ル (pH 8.0)と ク ロ ロ フ ォ ル ム ー イ
ソ ア.ミ ル ア ル コ
ー ル を 用い て 抽出 さ れ た . D N A は1.5タ` ア ガ
ロ ー ス ゲル に よ り ∴電気泳動に か けられ ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド
に よ り可 視化 された . ェ ト ポ シ ド処 理 し た IM R-32細 胞 の
D N Aも同様 に 抽出 し, そ の 電気泳動 パ タ ー ン を 解析 した .
V . 電子顕微鏡観察
正常 IM R-32細胞ねよ び 3-A P処理24時間後の I M R-32細胞
を , 2.5%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド, 2%パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド/
0.1 M リン 酸緩衝生理食塩水で 2時間固定 し た 後 , 1% オ ス ミ
ウ ム 酸水溶液 で処理 した . 細胞ほ , 1% 酢酸ウ ラ ン 水溶液処理
後 , エ タ ノ ー ル で 脱水 し エ ポキ シ レ ジ ン に 包噂 され60℃で48時
間重合 した . 重合 した標本か ら, ウ ル ト ラ ミ ク ロ ト ー ム に よ り
超薄切片を作成 し , 酢酸ウ ラ ン と鉛 に よ る 二 重染色後に 透過型
電子顕微鏡(日立 , 東京) で 観察撮影 した .
Ⅵ . 統計処理
各実扱後 の 生存細胞数 の 検定 に は , 一 元配 置分散分析
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Fig･1･ T he cytoto xic effects of 3-A Pupon v ario usty pe s of c ultured c ells･ Ce1s w er e c ult r ed in the pr es e n c e of 3-A P for20
hr･ T her e after, a O n e-te nth v olu m e of ala m aB lu e w asdir ectly added to e a ch dish a ndthe c ells w ere c ultu red for a n other4hr.
T he c ellr atioin e a ch dish w as e stim ated spe ctrophoto m etrically. Ea ch v alu e r epr es e nts 支土S E Moftriplic ate orquadruplic ate
dishes･ Cells in pa n els A, B, C, D, E a nd Far eN18 T G 8, N S 20 Y, NI H 3 T 3, Bu-1 7, P C1 2c ells a nd rat e mbryo n al c ortic al
n e u r o n s, r eSpe Ctiv ely. M o u s e n e ur oblasto m aN S 20 Yc ells (B) w a s slightly s e n sitiv e to 3- A P. The c ortic al n e u ro n s of r at
e mbryo s(F) w er ehighly se n sitiv eto 3-A P, but an other c ell lin es ar e r e sista nt. *M e an v alu e sthat are statistic ally differ entfro rn
the c ontr olv alu e obtain ed in the absen ce of 3-A P(Scheffさ
'
s F-te St With a signific a n c el v el ofp< 0,001).
65 0
(A N O V A)を 行 っ た う え , Scheff6
'
s F検定を 用 い た . 危険率
(p) が0.001以下 をも っ て 有意差と判定 した .
成 績
Ⅰ . 培養細胞 に対する 3- AP の 毒性
3-AP ほ , 実験動物に 運動障害を引き起 こ す神経毒 であ り特
定 の ニ ュ ー ロ ン が 3-A P に対す る感受性を有して い ると 考え ら
れ る . こ の 点を , 種々 の 培養細胞を 用 い て 検討 した . 図 1 お よ
び 図2 に 示 され る よ う に , 多く の 非神経細胞は 3-A Pの 毒性 に
対 して 抵抗性を 示 した . しか し , IM R-32細胞と 胎生 ラ ッ ト 大
脳皮質 ニ ュ ー ロ ン は , 3- AP に 対 して 極め て 強 い 感受性 を 示 し
細胞死に 至 っ た . そ こ で , 3-AP に よ り誘導され るIM R-32細胞
の 細胞死 の 特徴 を解析 した .
IM R-32細胞に 対す る 3- A Pの 致死効果を検討す るた め に ,
生存細胞数の 計数を行 っ た (因2 A). 100pM 以下 の 3-A P投与
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Fig. 2. The 3-A P-indu c ed neu ro n al c ell de ath of IM Rp32
and its inhibitio n by nia cin a.mi de . I M R-32 c e11s w er e
tultur ed fo r24 hr with v ario u s am o unts of 3-A P in the
abs e n c e(A)a nd pr e s e n c e(B) of nia cinamide (0-30 FLM).
T he c ellr atio w a s e stim ated asde s cribed in Fig. 1. T he
C O n C entr atio n s of 3- A Po v er300pM signific a ntly lo w er ed
the s urviv al r ate (A). T he c ell de ath w a s c o mpletely
inhibited whe n nia cin a mide oYer150iLM w a s ad ded･ A
C O n C e ntratio n of 3- A Pu s ed in(B)isl mM . *Me a n v alu es
that ar e･Statistic ally differ e nt fr o m the c o ntr oI v alu e
Obtained in the absenc e of 3-A P(A) or nia cin a mide (B)
(Scheff6
'
s F-te St with a signific a n c elev el of p< 0.001).
C: Tim e Iapse a n alysis of 3
-A P-indu c ed c ell de ath of
I M RT32c ells. Cells w er e c ultur ed fo r up to 1 5 hr in the
pr es e n c e of 3- A P(1 m M), a nd at indic ated tim e s, a
o n e-te nth v olu m e of ala m aB lu e s olutio n w a s ad ded to e a ch
W ell. On e ho u rther e after, the su rviving c e11s w e re
C O u nted a nd e stim ated a sde scribed in Fig. 1. Mo retha n
90 % ofthe c ells w ere killed within 1 5 hr. *Me a n v alu e s
that are statistic aly differ e nt fro m the c o ntrol valu e
Obtain ed in the O hr(Scheff6
'
s F-teSt With a signific anc e
le v elo王 p< 0.001).
ほ t 用 量 依存的 な 細胞致 死 効果 が 認 め られ た . 10恥M の
3-A P投与に よ り, 10%の 細胸減少 を認 め , 1m M で ほ90%の 減
少 を認め た .
Ⅱ . 3- A P誘導細胞死の特徴
3- A P誘導細胞死 の 特徴を解析する ため に , ア ク チ ノ マ イ シ
ン D , シ ク ロ へ キ シ ミ ド , A T A, ナ イ ア シ ン ア ミ ドを 培養細胞
に 3-A P と同時添加 して 生存細胞数を計数 した . そ の 結果 , ナ
イ ア シ ン ア ミ ド 15恥 M 以上 の 添加に よ り細胞死 ほ , 完全 に 阻
止さ れ た (図2 B). 3-A P(1m M) の 効果ほ , 投与後 7時間以降か
ら有意差 を持 っ て 現わ れ た た め (図 2C), 生存細胞数 の 計数ほ ,
薬剤投与後24時間で行 っ た . ア ク チ ノ マ イ シ ン D , シ ク ロ へ キ
シ ミ ド, A T Aの 投 与は . 3- A P誘導細胞死 を 部分的に 阻止 した
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Fig. 3. T he inhibitory effe cts of a ctin o mycin D (AcD),
cyclohe ximide(C H X) a nd a urintric arbo xylic a cid(A TA)o n
3-A P-indu c ed c ellde ath. Cells w ere cultured for 24 hr
with the indic ated a m o u nts of e a ch r e age nt in the
pr e se n c e or abs e n c e of 3-A P(400m M). T her e after, the
r atio of s urviving n e ur o n s w as estim ated a sde sc ribed in






AcD + 3-A P(bla ck bar s)
"
u nder
the c o ndito n s of ea ch c o n c e ntratio n of AcD. T her ew er e
n o signific a nt differe n c e s u nderthe c o ndito n s of O.1 and
O.3 p g/ml of AcD. T he 3-A P-indu c ed de ath is inhibited
u nderthes ec o nc e ntr atio n s of AcD. B, T he c ellr atio w as
c o mpar ed betw e e n
"




C H X+3-A P
(stripe bar s)
''
u nderthe co ndito n s of e a ch c o n c e ntr atio n
Of C H X. T her e w er e n o signific a nt differ e n c e s u nderthe
c o ndito n s of O.3 a nd lpg/ml of C H X. T he 3-A P-indu c ed
de ath isinhibited u nderthe se c o n c e ntr atio n s of C H X. C,






A T A + 3-A P(dotted ba rs)
"
u nde rthe co ndito n s of
e a ch c o n c e ntr atio n of A T A. T here w er e no slgnific a nt
differe nc es u nde r･the c o ndito n s of 300a nd lOOO/JM of
A T A. T he 3- A P-indu c ed de ath is inhibited u nderthese
c o n ce ntra.tio n s of A T A. * Statistic ally slgnific a ntdiffere nc e
betw e e n abs e n c e of 3,A Pa nd pr e se n c e of 3- A P(Scheff6
'
s









培養 ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ の ア ポ ト ー シ ス
瑠 望 3 轟 5 6
Fig. 4. An alysis of n u cle os o m eladde ring in 3- AP-tre ated
I M R-32 c ells･ To a n alyz e lad dering, D N A w a s als o
e xtr a cted at e ach point a nd r es olv ed o n al.5 % agar os e
gel. T he D N Aw a s stain ed with ethidiu m bromi de . La n e
l, D N Asiz e m arker; la n es2 to 5 areD N As fr o m c ells
in c ubated with 3-A P forO, 3, 1 20 r24 hr, r e SPe Ctiv ely.
La n e6 is D N A fr o m cells in c ubated with etopo side (1 0
m g/ml), aninhibitor oftopois o m er a seⅢ, W hich is kno w n
to indu c e apopto sisin m a nyty pes of c ells. D N A laddering
W aS u ndete ctable in the pre s e n c e of 3-A P, but o nly a
faint s m e ar w a sdete cted in e a ch lan e.
よび 蛋白質 の 新規合成 が必 要 で あ る こ と を 示 して い る .
次に , 3-A P誘導細胞死 に おけ る D N Aの 切断様式を電気泳
動法に よ り調査 した . 図4 に 示 した よ うに , D N Aラ ダ ー 形成
は 認め られ なか っ た . ェ ト ポ シ ドほ t 多く の 細 胞死 に お い て
D N Aラ ダ ー 形成 を誘導す る こ と が知 られ て い るが , I M R-32細
胞に 投与 した結果 D N Aラ ダ ー 形成 は 認め られ な か っ た . こ の
よ う に 3-A P誘導細胞死 ほ 生化学的に ほ , ア ポ ト ー シ ス の 特徴
を 備え て い るが , ヌ ク レ オ ゾ ー ム 単位の D N A断片化ほ認め ら
れ な か っ た .
Ⅲ . 3- A P 投与 に よ る I M R-3 2細胞 の 形態学的変化
正常 IM R-32細胞 は , 微 小管 を含ん だ 細胞質突起と 円 形の 核
を 有 し, 核 の 染色質ほ均質 で あ っ た . 隣接する細胞間に は , 突
起に よ る接触が見 られ た が , デ ス モ ゾ ー ム な どの 膜の 分化は な
か っ た . ま た , 細胞質内に は , ミ ト コ ン ド リ ア と空胸が み られ
た (図5 A, 臥 3-A P投与後24時間の 細胞形態を , 透過型電子顕
微鏡で 観察 した と こ ろ , 大部分 の 細胞は突起が消失 し , 隣接細
胞と の 接触 は見 られ な か っ た(図5 C,D). 一 部の 細胸 で ほ , 細胞
質お よ び核 の 電子密度が増大 し, 核が 凝縮 ･ 断片化 し ア ポ ト ー
シ ス の 特徴 を呈 して い た . さ ら に , 細胞質内小器官に は , 腰大
は 見 られ な か っ た . 細 胞膜 か らは , ア ポ ト ー シ ス 小体が , 細胞
間隙に 突出 して い た が , 隣擦細胞に よ る ア ポ ト ー シ ス 小体の 貴
食像は見られ な か っ た .
考 察
ア ポ ト ー シ ス は , 中枢神経系 の 発生過程に 関与す る こ と が知
られ て い る . 神経系に お ける ア ポ ト ー シ ス の 分子機構を解明す
るた め に は , 神経細胞 ア ポ ト ー シ ス の モ デ ル を樹立 し解析す る
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Fig. 5. Ele ctr o n rnicrographs of I M R-32c ells c ultured with
Or Witho ut 3- A P. A a nd B, IM R-32c ells with n o3-A P.
IM R-32c e11s ha v ehom oge n e o u s n u clei a nd cytoplas m-
M any cytopla s mic pro c e ss espr otrude fro mthe s o m at . C
a nd D. c ells in c ubated with 3-A P for 24 hr. T he s o m at
ar e c o n v oluted or lo slng t heir cytoplasmic pro c es s es.
Nu clei (arro w s) are c o nde n s ed a nd fragm e nted. A
m e mbran e-bo u nd apoptotic body isindic ated(arro whe ad).
T he cytopla s mis highly electro nde n se. Sc ale bars= 5
〃m ･
こ とが 有用で ある . ナ イ ア シ ン ア ミ ドの ア ナ ロ グ で ある 3-A P
ほ , 鶏胎児に 対して 催 奇形作用 を有 し
36)
, ラ ッ ト中枢 神経系に
お い ては 選択的な神経細胞 死 を 起 こ す
31)
. 本研究 で , 我 々 ほ
3-A Pを ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ に 投与すると ア ポ ト ー シ ス
を起 こす こ と を示 した . 3-A Pほ ナ イ ア シ ン ア ミ ドに 類似 の 構
造 を有 し , ナ イ ア シ ン ア ミ ドの 競合剤で あるた め , 3-A Pに 誘
導 され る ア ポ ト ー シ ス ほ , N A D お よ び N A D Pの 欠乏 に よ る と
考え られ る37卜 42). ま た本実験 に お け る 3-A P によ る細胞死 は 1
ナ イ ア シ ン ア ミ ドの 同時投与 に よ り完全 に 阻止 さ れ た . しか
し, 実験に 用 い た細胞株に よ り 3-A P感受性は , 著 しく異な っ
た . ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ I M R-32細胞 およ び ラ ッ ト胎生
期 ニ ュ 【 ロ ン ほ , 3-A Pに 著 しい 感受性を有 し細胞死 に 至 る が ,
ラ ッ ト褐色細胞踵 P C1 2細胞, マ ウ ス ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ
N S 20 Y細胞 およ び N18 T G細胞 , ラ ッ ト グ リ オ ー マ BuT17細
胞 お よ び マ ウ ス NI H3 T 3細胞は , 3-A P に 対 し て 非感受性 で
あ っ た . 種差 に よ る 3-A P感受性 の 有無は 】 3-A Pの 生体内投与
に よ っ て も確認 さ れ て い る . す な わ ち , ラ ッ ト の 履 歴内 に
3-A Pを投与する と下 オ リ ー ブ核 に 顕著 な細胞死 が み られ る
が38)31)34)35), マ ウ ス に お い て ほ細胞死誘導は見られ な い (村瀬, 未
発表 デ ー タ). こ の よ うな細胞種ある い は動物種 に よ る3- A P感
受性 の 有無は , 細胞が ナ イ ア シ ン ア ミ ド欠乏に 対応す る際の 代
謝経路 の 差に 依るもの であろ う.
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3- A P処理忙 よ る IM R-32細胞 の 形態変化 は , ア ポ ト ー シ ス
の 特徴 を備えて い た が , ア ポ ト ー シ ス 小体が近接する細胞 に 貪
食 されて い る像は 見 られな か っ た . 本実験に おける培養条件下
で は l 細胞膜か ら離れ た ア ポ ト ー シ ス 小体ほ培養液中に 浮遊 し
て し まうた め , そ の 貴食像が認め られ な か っ た 可 能性 が ある .
IM R-32細胞自身の 貪食能に つ い て は 一 同細胞 が 3- A P感 受性
で あるた め に 貪食能が発揮 され て い な い 可能性もあり , 不 明で
ある .
ア ク チ ノ マ イ シ ソ D やシ ク ロ へ キ シ ミ ド投与に よ る 3-A P誘
導細胞死の 阻止 は , こ の 細胞死の 進行に R N Aお よ び蛋白質の
新鋭合成が必要 で ある こ と を 示 してい る . また こ れ ら 薬剤 に よ
る細胞死阻止効果は , 大部分の ア ポ ト ー シ ス の 特徴 で ある
43)44)
従来 の 神経系細胞死 の 報告で ほ , グル タ ミ ソ 酸に よ り誘導 され
る C 6細胞死一5〉, サ イ ト カ イ ン に よ り誘導され る交感神経節細
胞貯 ¢} ト 栄養因子除去 に よ る PC12細胞貯
7】
や 運動神経細胞
死叫 に お い て は D NA ラ ダ ー が形成 される こ とが 証明 され て い
る . しか し, 3-A Pを 投与 した I M R-32細胞 に D N Aラ ダ ー 形
成 は見 られ なか っ た . D N Aラ ダ ー が 出現 しな い ア ポ ト ー シ ス
の 例 と して は , 交感神経節 ニ ュ ー ロ ン お よび P C 12細胞 に お け
る プ ロ グラ ム 細胞死珊 , ス タ ウ ロ ス ポ リ ソ に よ り 誘導 され る
M O L T-4 細胞の 死抑 や グル タ ミ ン 酸 に よ る 培養小脳顆粒細胞
死紺 が 報告されて い る . また , 明 らか なア ポ ト ー シ ス で あ っ て
も ヌ ク レ オ ソ ー ム 単位の D N A分解が見 られ な い と い う報告も
ある52). ェ トポ シ ドは , 種 々 の 細胞に お い て D N A断片化 を起
こ す こ と が知 られ て い るが53 ト 561, IM R-32細胞 に 投与 した 場合
細胞死にも関わ らず , D N A断片化は観察 され な か っ た . こ れ
ら の 報告も併せ て 考え る と , 持続 的な D N A断片化ほ IM R-32
細胞 ア ポ ト ー シ ス の 進行 に 必ず しも必須 で は な い 可能性も考 え
られた5T ト 5g). しか し, D N A断片化開始 が ア ポ ト ー シ ス 進行 の 原
因の 一 つ で ある可 能性 は 残 され て い る . こ の よ う に 本実験 で ほ
D N A断片化 が 観察 さ れ な か っ た が , A T A投 与 に よ る
I M R-32細胞死の 部分的な抑制ほ ▲ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 阻害
に よ るもの で ほ なく , む しろ蛋白質合成 の 阻害に よ るも の と考
え られ る .
結 論




ロ ブ ラ ス ト ー マ 1 M R-32 細胞に 選択的に 細胞死 を誘導 し
た .､ こ の 細胞死は , 形態学的 に は ア ポ ト ー シ ス の 特徴 を有 し,
また 蛋白質や R N A阻害剤 に よ り細胞死の 進行 が阻止 された .
ヌ ク レオ ゾ ー ム 単位の D N A断片化 は見 られな か っ た が , こ の
細胞死は ア ポ ト ー シ ス に 属す る と考え られ た . こ の 3- A P誘導
IM R-32細胞死は , 神経細胞死の 分子磯序の 解析 に 有用 な モ デ
ル とな ると考 え られ る .
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A bstract
3-a C etylp yridine (3- A P) express e s ne ur o to xic activity uponin vivo ad ministration t o a nim als. W e found that this
ne u r ot xin als okilledcultured hu m a n ne u roblasto m a ce1s(I M R-3 2)at c onc e n tratio ns of O.3-1 m M , Whereasitdidno t show
CytOtO Xic e鮎 cts onnon- n e u r O n alce11s and m o use n e uroblasto m aunderthe sa m eco nditio ns. T his 3-A P_induc ed c ellde ath
W aSPartia11yblocked by actin o mycin D, a nR N Asynthesisinhibito r, a S Wellasby cyclohexi mi de, a PrO t ein synthesis
inhibitor a nd au rintricarboxylic a cid, a ninhibitor of both endo nucle ase a ndpro tein synthesis･ N iacinami de, Which is a
C O mPetitor of3- A Pfor proce s s e s that synthesiz eN A Dor N A D P, als oblo cked cell de ath. T he re w a sn o obvio us
nu cle os o m al degradatio n of D NA during ce11death･ When a n alyzed with a n electro nmicros c ope, how ev er, n uClei w er e
C O nVOluted and brokeninto discrete 丘agm e n ts, Which eve ntuallyledtochrom atin c ondens ation . T heseresultsindicate that
3- A Pindu ced-n e urO n aldeath is o ne va riation ofapoptosis, a ndthat th is syste mprovides a u s efu lm odel fbr u nderstand ing
m olec ular events andforideu tifyinggenesin v oIvedin theprogra m m ed ce11death.
